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(54) Title: METHOD FOR THE LIGHT-INDUCED IMMOBILIZATION OF BIOMOLECULES ON CHEMICALLY 
"INERT" SURFACES 

(54)Bezeichnung: VERFAHREN ZUR LICHTTNDUZIERTEN IMMOBILISIERUNG VON BIOMOLEKOLEN AN CHE- 
MISCH "INERTEN" OBERFLACHEN 

(57) Abstract 

The invention concerns a process for the photochemically induced immobilization of biomolecules (protein molecules, nuc- 
leic acids, lipids, carbohydrates). The process makes it possible to immobilize biomolecules by covalent bonding in molecular lay- 
ers on "inert" substrates. The bonding reaction is activated by light irradiation in the absorption region of photo-activatable rea- 
gents or by supplying the appropriate amount of electrical energy and therefore is not aggressive. Substrates (e.g. glass, organic or 
inorganic plastics, silicon films, mica) are pre-treated by prior art methods in such a way that they can be derived with hetero-bi- 
functional photo-activatable wetting-agent molecules. Multiple-derived polymers can also be used as linker molecules to simul- 
taneously bond iigand and substrate. Diazirines or aryl azides, for instance, can be used as the photo-activatable function. The 
chemical properties of the non-photo-active heterofunctions depend on the functional groups with which the substrate or linker 
molecules were previously derived (e.g. amino, carboxyl, thio groups). Coating the substrate with a hetero-bifunctional wetting- 
agent molecule gives a substrate with a photo-active surface coating. Owing to the high reactivity of the photo-generated interme- 
diate products (carbenes, nitrenes), biomolecules of different chemical composition are covalently bound by light activation f the 
substrate, without the need for limiting reaction conditions. Length of irradiation time and intensity and wavelength of the light 
used (Le. the energy used), as well as the frequency of occurrence of the photo-activatable groups on the substrate (packing densi- 
ty) determine the bonding efficiency and the size of the area occupied. 



(57) Zasflmmenfassimg Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur photochemisch induzierten Immobilisierung von Biomole- 
kQIen (Eiweissmolekfilen, Nukleins&uren, Iipiden, Kohlehydraten). Das Verfahren ennOglicht die kovalente Immobilisierung 
von BiomolekQlen in m lekuiaren Schichten an "inerte" Tr&germaterialien. Die Kopplungsrcaktion wind durch lichtetnstrahhing 
im Absorptionsbereich der photoaktivieibaren Reagentien oder durch Applikation der entsprechenden elektriscfaen Energie aus- 
geldst und ist deshalb sehr schonend. Tragermaterialien (z.B. Glas, organische oder anorganische Kunststoffe, SiiirinnKrfijrfiten, 
Glimmer) werden nach bekannten Verfahren derart vorbehandelt, dass sie nut heterobifunktioneilen, photoaktivierbaren Vernet- 
zermolek^len deriviert werden kdnnen. Ebenso konnen mehrfach-derivierte Polymere als Linkennolckflle zur gleichzeitigen 
Kuppiung von Ligand und Tr&germaterial eingesetzt werden. Als photoaktivierbare Funktion werden beispielsweise Diazirine 
oder Arylazide verwendet Die chemischen Eigenschaften der nicht photoaktiven Heterofunktionen richten sich nach den funk- 
tionellen Gruppen, mit denen dasTrtgermaterial oder das LinkermolekQl vorgfingig deriviert wird (z.B. Amino-, Carboxyl-, 
Thiolfunktion). Durch Belegung des Tr&gers mit einem heterobifunktioneilen VernetzermolekQI resultiert ein Trfigermaterial mit 
photoaktiver Oberflachenbeschichtung. Aufgrund der hohen Reaktivitat der photogenerierten Intennaedilrprodukte (Carbene, 
Nitrene) werden Biomolekflle mit unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung ohne Vorgabe einschrfinkender Reaktionsbe- 
dingungen durch Lichtakthderung des Tragers kovalent gebunden. Dauer und Abmessung des eingestrahlten Lichtes (Energie), 
abet auch die Haufigkeit der photoaktivieibaren Gruppen auf dem Tragermaterial (Belegungsdichte), bestimmen die Kupplungs- 
effizienz und die Grosse des zu belegenden Bereiches. 
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BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

Verfahren zur lichtinduzierten Ixnmobilisierung von Biomolekttlen an cbemiscb "inerten" 

Oberfl&cben 

Die Erfindung betriffc ein Verfahren zur lichtinduzierten Immobilisierung von BiomoiekQlen 
in monomoiekularen Schichten unter Verwendung von photoaktivierbaren Arylaziden oder 
Diazirinen als molekulare Klebstoffe. 

Ausgeldst durch die schnelle Entwickiung und Miniaturisierung von bioanalytischen Methoden 
einerseics, und den Fortschritten der Biosensortecbnik andererseits besteht ein reges Inte- 
resse, die Wechselwirkung zwischen Biomolektilen und Oberflftchen organisch-synthetischer 
oder anorganischer Natur besser zu verstehen. Gleichwertig in der Bedeutung ist die 
Entwickiung von Methoden zur wirksamen, chemisch stabilen Koppiung von BiomoiekQlen an 
Trftgermaterialien, wobei erstere weder chemisch vorbehandelt noch extremen 
(Koppiungs)Reaktionsbedingungen ausgesetzt werden mflssen. Analytisch/diagnostische Verfah- 
ren und die Herstellung von oberflftchen-aktiven Biosensoren erfordern eine geeignete Ver- 
ankerung der Wirkstoffe in monomoiekularen Schichten. Weil die Oberflftchen vieler, zu die- 
sem Zweck bisher eingesetzten Trfigermaterialien keine oder wenig geeignete chemisch 
reaktive Funktionen besitzen, wurden Biomolektile bisher meist oberflftchendeckend mittels 
gruppenspezifischen Modifikationsreaktionen an vorbehandelte Trfigermaterialien gebunden. 
Chemische bnmobilisierungen dieser Art sind grunds&tzlich mOglich. Das Verfahren setzt je- 
doch das Vorhandensein von funktionellen Gruppen voraus, die sich gezielt aktivieren lessen. 
Zudem kann die monomolekuiare Belegung von Oberflftchen mit bisher verwendeten Verfah- 
ren lediglicb oberfldchendeckend durchgefOhrt werden (bulk-Verfabren). 

Es ist das Ziel der Erfindung makromolekulare Stoffe, insbesondere Biomolektile, regiospezi- 
fisch und topologisch orientiert an chemisch "inerte" Oberflftchen zu binden. Es sollen 
Methoden aufgezeigt werden, die erlauben, monomolekuiare Schichten von biologisch aktiven 
Wirkstoffen (EiweissmolekQle, Nukleinsfturen, Kohlehydrate, Lipide, niedermolekulare Wirk- 
stoffe) Qber geeignete Vernetzer an festen Phasen (Trftgermaterlal) von unterschiedlicher 
chemischer Natur zu immobilisieren. Zur kovalenten Immobilisierung s Hen photoaktivierbare 
VernetzermolekQle ingesetzt werden* Photoaktivierbare Reagentien sind den thermo-chemi- 
schen Vernetzungsreaktionen uberlegen, w il die Reaktion photo-optisch oder durch gezielte 
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Appllkation elektrischer Energi bezttglich Ore und Abmessung selektioniert und die 
Kopplungsreaktion zeitlich kontrolliert ausgelftst werden kann. 

In der voriiegenden Arbeit werden zwei Verf afaren beschrieben, deren Anwendung die photo- 
chemische Immobilisierung von BiomolekQlen an "inerten" Trtgern zur Folge hat. Die kova- 
lente Bindung der BiomolekQle an den Trfiger erf olgt Qber photogenerierte Carbene oder 
Nitrene. Carbene, ebenso wie Nitrene sind chemisch iusserst reaktive Zwischenprodiikte. Sie 
sind geeignet, BiomolekQle durch Insertionsreaktionen in C-H, C-C, OC, N-H, O-H, S-H 
Bindungen kovalent zu binden. Das resultierende breitgefftcherte Reaktionsspektrum der 
photogenerierten Carbene und Nitrene fibertrifft desbalb die thermo-cbemischen Modifi- 
kationsreaktionen beztiglich den erforderten Reaktionsbedingungen. Durch Einsatz von 
Laserlichtquellen oder durch Applikation der, zur Akttvienmg der reaktiven Funktionen er- 
forderlichen Energie, kdnnen kleinste Oberflftchen selektiv aktiviert und mit BiomolekQlen 
monomolekular belegt werden. 

Die photochemisch induzierte Immobilisierung von BiomolekQlen kann, unter Verwendung 
eines mehrfach derivierten LinkermolekOls in einem einzigen Reaktionsschritt erfolgen. 
Anderseits kann ein zweistufiges Verfahren durchgefQhrt werden. Letzteres setzt die kova- 
lente chemische Kopplung eines (niedermolekularen) VernetzermolekQls an den Trfiger 
voraus. 

Das erstgenannte, einstufige Kopplungsverf ahren besteht aus den folgenden Teilscbritten. 

1. Ein Linkermolekul (z.B. ein synthetisches oder natQrliches Polymer) wird mit heterobi- 
funktionelien, photoaktivierbaren VernetzermolekQlen (z.B. 3-(Trifluoromethyl)-3-(m- 
isothiocyanophenyDdiazirin oder 3-(Trifluoromethyl)-3-(m-aminophenyl) diazirin) mehr- 
fach deriviert (= Pbotolinkerpolymer). 

2. Das Pbotolinkerpolymer wird auf die "inerte" Oberfl&che aufgetrocknet. 

3. Zu ixnmobilisierende BiomolekQle werden gelQst auf die photolinker-belegten Oberfl&che 
aufgetragen. Das LOsungsmittel wird partiell oder gftnzlich entferat. 
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4. Durch Einstrahlen von Licbt mit geeigneter Wellenlfinge (Diazirine: 350 nm) werden 
die photo aktivierbaren funktionellen Gruppen aktiviert und die Kopplungsreaktion aus- 
gelOst. 

5. Nach erfolgter Photokopplung werden nicht-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Waschen der Oberflfiche (z.B. durch Filtration) entfernt. Mit diesem Schritt kdnnen 
gleicbzeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht 
oder aus dem System entfernt werden 

FOr das zweistufige Immobilisierungsverfahren sind die folgenden Teilschritte notwendig: 

1. Das Tr&germaterial (z.B. Glas, polymere Werkstoffe, Siliziumoxid, Glimmer) wird nach 
bekannten Verfahren mit funktionellen Gruppen beiegt (z.B. Einf filming von prim&ren 
Oder sekundfiren Aminen, Carboxylgruppen, Thiolfunktionen). 

2. Derart modifiziertes Trigennaterial wird mit heterobifunktionellen photoaktivierbaren 
Vernetzermolekulen (z.B. p-Azidophenyl-isothiocyanat, 3-(trifluoromethyl)-3-(m- 
isothiocyanophenyl)diazirine, p-Azidoanilin, 3-(trif luorometbyl)-3-(m-amino- 
phenyDdiazirine oder N-(4-Azidophenylthio)-phthalimid) deriviert und zum photoaktivier- 
baren Tr&ger umgesetzt. 

3. Zur Immobilisierung werden die BiomolekQle durch Eintauchen in LOsungen, durch Auf- 
tropfen (Adsorption) oder mittels elektrophoretischen Methoden (Elektroblotting) mit 
dem photoaktivierbaren Trflgermaterial in Kontakt gebracbt* 

4. Durch Einstrahlen von Licht definierter Wellenlfinge oder Applikation der entsprechen- 
den Energie (Arylazide 260 nm; Diazirine 350 nm) werden die Trfiger unter Inertgas 
aktiviert. Damit wird die Kupplungsreaktion ausgelftst. 

5. Nach erfolgter Kupplung werden nicht-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Waschen des Trfigers oder durch Filtration entfernt* Bel diesem Schritt kOnnen gleicb- 
zeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht oder 
entfernt werden. 
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6. Damit sind die mit BiomolekQlen belegten Tr&ger zur Anwendung bereit. Falls das 
Trtgermaterial durch regioselektive Aktlvierung der Oberflfiche regiospezifisch mit 
mehreren BiomolekQlen (z.B. Rezeptoren, Enzymen, Immunoreagenzien) belegt werden 
soil, kdnnen die Schritte 3 bis 6 mebrfacb wiederholt werden* Anwendungsmdglichkei- 
ten sind in den PatentansprQchen 2 bis 6 umschrieben. 

Beispiei einer Anwendung des Einschritt-Kopplungsverf abrens 

In Analogie zu bestehenden immunologischen Verfabren kOnnen Proteine (Streptavidin, 
Immunoglobuline) und erstmals auch Nukleins&uren in einem erstaunlich einfachen Prozess 
kovalent auf Mikrotiterplatten immobilisiert werden. Das Vorgeben (PhotoLink) verlangt 
keine spezielle Vorbebandlung des zu bindenden BiomolekQls und handelsttbliche Trfiger- 
materiaiien (z.B. Nunc Immunoplate Maxisorp) kdnnen ohne Vorbebandlung verwendet wer- 
den. Mikrotiterplatten werden mit einem Polymer (Polypeptid) belegt, welches vorgfingig 
mebrfacb mit photoaktivierbaren funktionellen Gruppen bestQckt wurde (Pbotolinkerpeptid). 
Die Immobilisation erfolgt each Belichtung durch Carbeninsertion. Die am TrfigermolekQl 
angebrachten photoaktiven funktionellen Gruppen (z.B. Diazirine) reagieren gleichzeitig mit 
dem zu bindenden Molekul (z.B. Protein, DNS, Immunoglobulin) und mit der zu belegenden 
Oberflfiche (z.B. Polystyrol). 



Herstellung des Photolinkerpeptides 

Rinderserumalbumin (80 mg) wird in 14 ml TEA/HAc-Puffer, pH 10.5 (100 ml H 2 0, 100 ml 
Aceton, 1 ml Triethylamin, 1 ml Essigs&ure (2 M)) suspendlert und im Ultrascballbad 
beschallt bis die Ldsung klar ist. Zu 24 id 3-(Trifiuorometbyl)-3-(m-aminophenyl)diazirin 
(TRIMID, hergestellt nach Dolder et al. (1990) J. Prot. Cbem. 9, 407-415) in Tetrachlor- 
kohlenstoff werden 6 ml Aceton gegeben. ProteinlOsung und Reagens werden in einem 100 
ml Rundkolben gemischt und wdhrend einer Stunde be! 70°C rQckflusslert. Die Reaktionsld- 
sung wird anschliessend dreimal mit je 30 ml Heptan/Essigsfiureethylester (6:3 v/v) extra- 
hiert und die organische Phase verworfen. Die Wasserpbase wird fiber Nacbt lyophilisiert. 
Das trock ne Produkt wird in 6 ml 0.4% (w/v) Natrium Dodecylsulfat in PBS (150 mM 
NaCl, 5 mM Natrium Phosphat pH 7,4) suspendlert und beschallt bis die Ldsung klar ist. 
Zur weiteren Reinigung wird das Produkt an Sepbadex G-15 medium in PBS 
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chromatographiert und die vereinigten proteinhaltigen Fraktionen 48 Stunden g gen H 2 0 
bidest dlalysiert (Spectrapor cut off 6000-8000). Nach Lyopnilisation wird das Produkt bel 
-20°C aufbewabrt. 



Belegen der "inerten" Oberfliche 

Die Reaktionsgefasse der Titerplatten (Nunc-Immuno Module, Polysorp F8) werden mit Je 
40 /d Photolinkerpeptid in H 2 0 (entsprechend 1 nMol TRIMID-deriviertem Rindereerumalbu- 
min) versetzt. Der Boden des Reaktionsgefasses soli gleichmassig benetzt sela Die Reak- 
tionsgefasse werden anscbliessend am Wasserstrahlvakuum wahrend einer Stunde bei 
Raumtemperatur getrocknet. Derart belegte Titerplatten konnen licbtdicht verpackt bei 
-20°C mindestens 3 Monate aufbewabrt werden. 

Applikation der Biomolekule und Hchtinduzierte Immobilisierung 

Die zur Immobilisierung elngesetzten Biomolekule (Liganden) werden in einem beliebigen 
Puffersystem geldst (z.B. 1 mg Streptavidin in 2 ml PBS) und bis zur gewunschten Endkon- 
zentration (z.B. 10 bis 1000 pMol Streptavidin pro 30 t&) verdunnt. Die mit Photlinkerpeptld 
belegten Reaktionsgefasse werden mit 30 fd Ligandlosung versetzt und zwei Stunden bei 
Raumtemperatur am Wasserstrahlvakuum getrocknet. Zur Photoaktivierung werden die Reak- 
tionsgefasse 5-30 Minuten der Strahlung von UV Licbtquellen (z.B. parallel angeordnete 
UV (366 nm) Rohren, Silvania F8T5/BLB USA, 8 Watt oder Quecksilberdampflampe HBO 
350, Osram mit der auf Seite 11 beschriebenen Filterkombination) ausgesetzt, und anscblies- 
send je 5 mal mit PBS, 5 mal mit H 2 0 und zweimal mit Alkobol gewaschen. 



Quantitativer Nachweis der Immobilisierung 

Die Immobilisierung von Streptavidin wird durch Zugabe von radioaktiv markiertem I 14 C]- 
Biotin quantifiziert. Nach bescnriebenem Verfahren immobilisierte Immunoglobuline konnen 
mit einem zweiten Antikdrper komplexiert werden, welcher alkaliscbe Phosphatase kovalent 
gebunden tragt und somit das Substrat p-Nitrophenylpbosphat umsetzen kann. Freiges tztes 
p-Nltrophenol wird durch Absorptlonsmessung (405 nm) in kommerziell erhaltlichen ELISA- 
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Reader Ger&ten quantitativ bestimmt. In analogem Vorgehcn kann Digoxigenin xnarkierte 
DNS gekoppelt und fiber antl-Digoxigenin Antikorper und alkallsche Phosphatase nachgewie- 
sen werden. 

Die kovalente Iznznobilisierung von BiomolekQlen verschiedener Klassen Ulustriert das breice 
Anwendungsspektrum und grosse Anwendungspotential des weitgehend standardisierten Ver- 
fahrens. Die Ausbeuten an gebundenen MolekQlen sind gut. Das Verfahren Ifisst sich unein- 
geschr&nkt in bestehende Analyseprozesse (z.B. ELJSA) integrieren. Die Nachweisempfind- 
lichkeit liegt im Bereich analoger Methoden, welcbe auf thenno-chem iscber Immobilisierung 
beruben (z.B. Ausbildung einer Amidbindung, Borbydrid Reduktion). Nebst der Unabbfingigkelt 
von funktloneilen Gruppen am Liganden und der Unabhflngigkelt von einschrfinkenden Reak- 
tionsbedingungen, sind die Mehrfachverwendung antigen-belegter Mikrotiterplatten und die 
einfach durchfQhrbare Kopplung von Proteinen und Nukleins&uren von analytischer und 
verf ahrens technischer Bedeutung. 

Das Verfahren stellt erstmals eine anwendbare, erprobte Methode zur Immobilisierung von 
BiomolekQlen dar, die bis zur Marktxeife entwickelt werden konnte. Ein bedeutender Vorteil 
des beschriebenen Vorgehens ist die Tatsache, dass Diazirine bei fensterglas-gefiltextem 
Tageslicbt gehandhabt werden kdnnen. Ibre Aktivierung erfolgt bei 350 nm mit kommerziell 
erh&ltlichen Beleuchtungsgerdten. 

Beispiel einer Anwendung der Zwei-Schritt Immobilisierung 

Das Verfahren soil anhand der Sequenzanalyse eines Hexapeptides dargelegt werden. Stell- 
vertretend ffir biologisch aktive Peptide die in Kdrperft&ssigkeiten in grosser VerdQnnung 
vorkomxnen, wird ein ldsliches Peptid mit der Aminosfiuresequenz NH 2 -Leu-Trp-Met-Arg- 
Phe-Ala-COOH in das Verfahren eingesetzt* Photokupplung des Peptides an Diazirin-deri- 
vierte Glasfaserfilter und anschliessende Sequenzanalyse nach Fflmprn werden beschrieben. 

Herstellung van photoaktivierbaren Glasfaserf litem 

Glasfaserfilter (z.B. GF/C, Firma Whatman) werden mit wasserfreier Trifluoressigsfiure wfib- 
rend 1 Stunde bei Raumtexnperatur aktiviert und mit 3-(Triaetboxysilyl)-propyiamin umge- 
setzt. Nacb Auswaschen des Reagensttberschusses wird die Glasfasermembran bei 50°C (1 
Stunde) behandelt. Der Grad der Belegung mit Aminof unktionen wird analytisch bestimmt. 
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Im Mittel werden 10 bis 15 nMol Aminofunktionen pro mg Glasfaserfilter nacfagewiesen. Die 
chemische Kopplung von 3-(Trifluoromethyl)-3-(m-isothiocyanophenyl)diazirin an amlnopropy- 
liertes Glas erfolgt mit einem 10-fachen Ueberscfauss an Vernetzer. (Zur Herstellung von 
Arylazidglas wird in analoger Weise das aminopropylierte Tragermaterial mit 4- 
Azidophenylisothiocyanat umgesetzt). Die Reaktion wird bei 40°C in Cyclohexan durchge- 
fOhrt und 1st nach 90 Minuten beendet. Die derivierten Glasfaserfilter werden anschliessend 
(lurch Filtration mit arganischen LOsungsmltteln gewaschen. 

Photokupplung des Peptides 

Zur Photokupplung wird das Peptid (500 pmol, gelfist in 15 /d Wasser) auf den photoakti- 
vierbaren Glasfaserfilter aufgetropft, mit Argon umspQlt und wfthrend 16 Minuten mit gefii- 
tertem Licht einer Quecksilberdampflampe (HBO 350, Osram, 200 Watt Ausgangsleistung) 
bestrahlt. Die gewahlte Filterkombination (WG 320 Langpassfilter, Firma Schott; 1 cm 
gesftttigte Kupfersulfatldsung) bewirkt, dass Licht der Wellenlfinge unter 320 nm wirksam 
absorbiert wird- Nach der Photokupplung wird der mit dem Peptid beiegte Glasfaserfilter 
mit Lfisungsmitteln unterschiedlicher Polaritit gewaschen (NaCl, 1 M; Wasser; Ethanol; 
Chloroform; Toluol). 

i 

Sequenz analyse des, durch Photoaktivierung gekoppelten Peptides 

Zur Sequenzanalyse eignet sich das Gasphasen-Sequenzverfahren. Die Kopplungseffizienz, 
gemessen an der Ausbeute der N-terminalen Aminos&ure betrfigt 10%/ Aus Kontrollversu- 
chen, die mit photoaktivierbaren Glasfaserfiltern und Hexapeptid, Jedoch ohne Licbtaktivie- 
rung durchgeffihrt werden, kann keine Sequenzinformation abgeleitet werden. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Verfafaren zur lichtinduzlerten Imxnoblliaierung von BiomolelcQlen (z.B. Eiweiss-stoffen, 
Nuklelnsfiuren, Kohlehydraten, Lipiden) zum Zweck einer analytischen, diagnostiscfaen, 
medizinischen und/oder gewerblichen Verwendung dadurch gekennzeicbnet, dass Bio- 
molekOle, in monomolekularen Schichten auf pbotoaktivierbare Trfigermaterialien durch 
Einstrahlen von Licht oder Applikation elektrischer Energie kovalent gebunden werden. 

2. Verfafaren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeicbnet, dass EiweissmolekOle, Kohle- 
hydrate Oder Nukleins&uren zum Zweck der chemischen Analyse und/oder Strukturauf- 
klarung auf pbotoaktivierbare Trfigermaterialien kovalent gebunden werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeicbnet, dass immunologisch aktive Mole- 
kale (z.B. Antigene, AntikOrper, Haptene) unter Erhaltung der biologischen Akthritit 
auf pbotoaktivierbare Trfigermaterialien kovalent gebunden werden* 

4. Verfafaren nach Anspruch 1 und 3 dadurch gekennarelchnet, dass biologisch aktive Mole- 
kOle, insbesondere Enzyme, Rezeptoren, immunologisch aktive MolekQle zum Zweck der 
Herstellung von Biosensoren pfaotochemisch oder durch Applikation elektrischer Enger- 
gie immobilisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeicbnet, dass EiweissmolekOle, Lipide 
und/oder Kohlehydrate zwecks Vermeidung der Abstossung kfirperfremder Substanzen 
photochemisch auf Oberflfichen von bnplantaten kovalent gebunden werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeicbnet, dass BioxnolekQle, insbesondere 
EiweissmolekOle oder Telle davon, zum Zweck der Herstellung von molekularen Schalt- 
elementen photochemisch oder durch Applikation elektrischer Energie immobilisiert 
werden. 
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